Capturing Drug Responses by Quantitative Promoter Activity(薬剤がもたらす遺伝子発現変動を検出するための定量的なプロモーター活性プロファイリング) by 梶山 和浩
 様式第４号－１ 
学位論文審査の結果の要旨 
 
氏 名 梶山 和浩 
学 位 の 種 類 博士（  理学  ） 
学 位 記 番 号 甲  第 １３０７ 号       
学位授与の日付 平成２６年３ 月２５日 
学位授与の要件 文部科学省令学位規則 第４条第１項 該当  
学 位 論 文 題 目 Capturing Drug Responses by Quantitative Promoter Activity 
Profiling 
主研究指導教員 川路 英哉 
  
論 文 審 査 委 員 （主査）木寺 詔紀 教授 
 （副査）菊地 淳 大学院客員教授 
 （副査）川崎 博史  准教授 
 （副査）禾 晃和 准教授 
   
 
論文内容の要旨 
 
  薬剤の効果や安全性を評価する上で人体投与による試験は非常に慎重に行われる
べきであることから、基礎的な研究あるいは早い段階における評価ではヒト細胞株等
のモデルが広く利用されている。癌に対する分子標的薬（候補）の評価の場合、薬剤
処理後の細胞増殖能を調べることでその全体的な効果を調べることができ、またその
作用機序や個々の分子への影響等についてはRNAやタンパク質を定量することで調べ
ることができる。特に、ゲノムワイドに網羅的なプロファイリングを行うことで、標
的分子への影響だけでなく意図されていなかった分子への影響の測定も期待できる。
ゲノムワイドなRNA測定のためにはマイクロアレイ法がこれまでに広く用いられてき
たが、ダイナミックレンジや感度、網羅性における限界により、その解析は影響を受
ける分子の同定とその定性的な解析に留まるものであった。一方、分子生物学におけ
る技術革新、特に次世代シーケンサーの登場によって核酸分子をカウントする能力が
近年飛躍的に向上し、これによって定量性と網羅性においてマイクロアレイをはるか
に凌ぐCAGE法等のRNA測定技術が登場した。特に、一分子シーケンサー(HeliScope)を
利用したCAGE法(HeliScopeCAGE)はRNAプールから5’キャップ構造付加部分に対応する
cDNAを選択的に合成・回収した後にその塩基配列を決定する方法であり、その全行程
 においてPCR増幅反応が介在しないことからGC含量等の核酸の特徴による定量性への
影響を極めて小さく抑えながらゲノムワイドな転写開始活性を測定できる。この手法
を有効に用いることで、細胞の分子レベルでの反応に関して網羅的かつ定量的な解析
が期待できる。 
  そこで本論文では、EGFRシグナル伝達経路を標的とする抗がん剤に対する細胞の反
応の定量的な説明と、これによる薬剤の作用機序へのアプローチを試みた。EGFRの下
流には主にMEK-Erk経路、PI3K-Akt経路が存在することがこれまでに示されている。
そこで、EGFR自身の活性を阻害するgefitinib、MEK-Erk経路を阻害するU0126、
PI3K-Akt経路を阻害するwortmanninを乳癌由来細胞株であるMCF-7に処理し、その状
態での転写開始活性をHeliScopeCAGEで定量した。この結果約一万のプロモータをゲ
ノム上に同定し、それぞれ１５０個前後のプロモータが各薬剤によって変動している
ことを同定した。いずれの薬剤も比較的穏和な条件で処置したにもかかわらず、各々
の標的経路下流の遺伝子群に対する影響を検出することができ、適切な実験系である
ことを確認した。 
  次に、上流レセプターであるEGFRを阻害するgefitinibに対する反応について下流
経路を阻害する２つの薬剤に対する反応の線形合成によって説明できるかを試みた。
その結果、gefitinibによって変動するプロモータのうち、その80%程度については推
定された線形モデルと合致するものであり、残り20%程度が合致しないという結果に
なった。線形モデルと合致しないプロモータを精査したところ、MEK-Erk経路、
PI3K-Akt経路とは関連のないJAK-STAT経路の下流にある遺伝子が含まれていること
が明らかになった。JAK-STAT経路がEGFR下流に存在することはこれまでに報告されて
いることから、これは合理的な結果であるといえる。線形モデルと合致しないプロモ
ータは、 JAK-STAT経路のようにEGFR下流ではあるがMEK-Erk経路あるいはPI3K-Akt経
路と異なる経路が存在しその下流で制御されている可能性、gefitinibが標的(EGFR)
でない分子へ影響を与えておりその下流で制御されている可能性、さらにはMEK-Erk
経路あるいはPI3K-Akt経路の下流で制御されているがフィードバック/フィードフォ
ワードループやクロストーク等の非線形な制御を受けている可能性、が考えられる。
線形モデルと合致しないプロモータについては、個別に機能や制御機構が調べられて
いないタンパク質コード遺伝子、タンパク質コード遺伝子の逆鎖からコードされてい
るアンチセンスRNA、近傍に既知遺伝子が存在しない新規RNA候補、等が含まれており、
これらが薬剤反応においてどのような制御を受けているのか、またその細胞内での機
能や役割がどうなっているのかを調べるのは非常に興味深い。 
  本論文ではEGFRシグナル伝達経路を標的とする抗がん剤に対する細胞の反応につ
いて、その影響を定量的に検討するモデル構築を行った。これまでに知られていなか
った分子レベルでの反応を示唆すると同時に、薬剤反応に関する定量的な評価の実効
性と有効性を示した。 
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論文審査結果の要旨 
 
  本博士論文の審査は、4名の審査委員（主査：木寺詔紀、副査：菊地淳、川崎博史、
禾晃和）によって、提出された学位論文の内容、平成25年12月20日に行われた博士論
文発表会における発表と質疑応答、および、平成25年12月26日に行われた審査会にお
ける口頭試問の質疑応答に基づき行われた。 
  本論文ではEGFRシグナル伝達経路を標的とする3つの薬剤、つまりEGFR自身を標的
とするgefitinib、EGFR下流に位置するMEK-Erk経路とPI3K-Aktを各々阻害するU0126
とwortmanninについて、これらに対する細胞の転写レベルでの反応をHeliScopeCAGE
法で測定した。有意に変動するプロモータ同定により各薬剤による標的経路の変動を
確認し、gefitinibの効果に関する各下流経路阻害剤の反応を用いた線形モデルでの
定量的な表現を試みた。定性的には示されていた下流経路との関係が定量的にも説明
できることが示され、また予想されていなかった反応に関する示唆も得られた。本研
究について、専門分野、および、関連分野の知識、英語能力に関して試問がなされた。 
  専門分野においては、菊池副査より「線形モデルと一致しないプロモータとして説
明されたJAK-STAT制御下にあるもの以外、どのようなものがあるのか」との質問がな
された。これに対して論文発表会では明確な回答を得ることができなかったが、審査
会においてアンチセンスRNA等のノンコーディングRNAが多く含まれているとの回答
があった。また「gefitinib はEGFR以外にも作用するのか」との質問に対し「他のチ
ロシンキナーゼ等に結合する場合がある」旨の回答が適切な論文を引用しつつなされ
た。「提案されている線形モデリングはEGFRパスウェイ以外にも応用できるのか」と
の質問に対し「他経路は評価していないが、下流経路を阻害する薬剤が無い場合でも
siRNA等を利用することで同様なアプローチが可能である」との回答が得られた。禾
副査からは「すべてのプロモータに同じ係数を等しく適用する線形モデルは妥当なの
か」という質問がなされた。これに対して「その妥当性は示されていなかったが、薬
剤濃度を適切に設定した場合には線形モデルによる表現が妥当であるプロモータが
存在することが本研究により明らかになった」との回答が得られた。また「線形モデ
ルとgefitinibに対する反応の相関係数が0.75との説明があったが、これは高いのか
低いのか。線形モデルとして妥当なのか」との質問に対し「0.75という結果だけでは
線形モデルの有効性を断定できない。統計的有意性を検証するために薬剤反応プロフ
ァイルの無作為抽出を試みたところ、0.75というのは偶然に起きる確率が非常に低い
ことがわかった」との回答を得ることができた。「なぜMCF7細胞を用いたのか」との
質問に対し「癌細胞に対する反応を検証したいという意図があったためである」との
回答が得られたが、数多くある癌細胞由来細胞株の中でなぜMCF7が選定されたのかに
ついては満足のできる回答が得られなかった。川崎副査からは「線形モデルを構築す
 る際にプロモータとしてgefitinibに対する反応が有意に変化しているもののみを考
えているが、なぜU0126やwortmanninに対する反応の有意性を考慮しないのか」との
質問がなされた。これに対し「本研究は gefitinibに対する反応を線形モデルで評価
できるかどうかを試みているためである」との回答があった。「EGFRの下流にMEK-Erk
とPI3K-Akt経路の存在は既に示されているが、この研究で新しくわかったことは何
か」との質問に対し「この二つの経路の定性的な関係でなく、線形モデルによって定
量的に説明できること、またこれによって未知の標的や非線形に制御されている標的
の示唆を得たことが本研究でわかったことである」旨の回答があった。審査会では「線
形モデルを利用する際の作業仮説は何か」との質問に対し明確な回答を得ることがで
きなかった。「薬剤処理後6時間後を利用しているのはなぜか。直後の反応であれば線
形になることが自明であるためか」との質問に対し「十分に薬剤の効果が転写に現れ
ることが期待される時間をとっている」と、モデリングに対する考え方ではなかった
が回答を得ることができた。木寺主査からは「マイクロアレイよりも定量性の良いこ
とを主張しているのであるから、モデリングにおける両手法の比較があるとよりイン
パクトがあったのでは」とのコメントがあった。また「細胞の反応を見るためにここ
では薬剤を使っているようだが、より特異的かつ効果のあるノックアウト等の系でリ
ファレンスを作ることは考えなかったのか」との質問に対し「siRNAを利用するノッ
クダウンも有意義であると考える」旨の回答があった。更に審査会において「下流経
路をそれぞれsiRNAでノックダウンすることで、より特異的なプロファイルを得るこ
とができる可能性がある」との言及もあった。 
  関連分野について、菊池副査による「薬剤代謝について説明するように」との問に
対し「シトクロム系の変異の有無によって代謝効率に違いが出ることが知られてい
る」旨の回答があった。川崎副査による「タンパク質リン酸化について説明するよう
に」との問に対し「チロシン等特定のアミノ酸に起きることが知られている」との回
答があった。禾副査による「マイクロアレイ法の原理をCAGE法と対比させて説明する
ように」との問に対し「予め設計されたプローブにRNAがハイブリダイズした量をCCD
カメラで撮影し蛍光強度を測定する」旨の回答があった。木寺主査による「分子標的
薬において、ハーセプチン等の抗体医薬のアドバンテージについて説明するように」
との問に対し「化学物質に対しては、特異性の点で有利である」旨の回答があった。 
  英語については、General introduction, General discussion and conclusionに
関して申請者が自身で執筆したことを確認し、いくつかのスペルミスについて指摘が
あった。また、発表に用いたスライドのうち一枚について英語での説明させたところ、
３分の準備時間が必要ではあったが、つまりながらも説明を行った。 
以上のように、学位論文の内容は評価できるものであり、専門分野に関する知識も
十分に有していると判断した。関連分野の理解、および、プレゼンテーションと英語
の能力については若干問題があったものの、一定の水準に達しており、学位取得に足
るものと評価した。以上のことから、申請者は学位を授与されるのに相応しいと判断
した。 
